201711.01691v1 


chinaXiv 


So ONY DN FW VY 一 


u mt WS mt i R iS Rye m eS eS SS aS aS SS 
TN OA FBP WO NY K& O UO WOAH HD nA FP WO NY a CO 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


提取 液 及 固 - 液 分 离 方 法 对 固态 非 淀 粉 多 糖 酶 类 活性 的 影响 ! 
B R E 齐 智利 ” 张 宏 福 ! 
(1. 中 国 农业 科学 院 北 京 畜牧 兽医 研究 所 ， 动 物 营养 学 国家 重点 实验 室 ， 北 京 100193; 2. 华 中 农 
业 大 学 动物 科技 学 院 ， 武 汉 430070) 

摘 要 : 本 试验 旨 在 探讨 固态 酶 制剂 评估 中 酶 的 适宜 提取 液 及 固 - 液 分 离 方法 。 采 用 4x3 双 因 素 完全 随 
机 设计 ， 其 中 提取 液 分 别 为 去 离子 水 、 乙 酸 - 乙酸 钠 缓 冲 液 〈0.1 mol/L, pH 5.50) 、 磷 酸 盐 缓冲 液 
(0.05 mol/L, pH 6.00) 和 0.9%NaCl WK; 溶液 提取 后 的 固 - 液 分 离 方法 分 别 为 不 分 离 、3 000 r/min 
离心 3 min 和 中 速 滤纸 过 滤 。 每 个 处 理 5 个 重复 ， 每 个 重复 设 2 个 平行 ， 测 定 各 个 处 理 下 酶 的 活性 ， 并 
考察 提取 液 的 类 型 对 酶 制剂 产品 〈o=- 半 乳糖 昔 酶 除外 ) 溶解 离心 后 溶液 中 溶质 及 蛋白 质 含 量 的 影响 。 
结果 表明 ， 磷 酸 盐 缓冲 液 深 解 木 聚 糖 酶 后 活性 最 高 (P<0.05) ;乙酸 - 乙酸 钠 缓 冲 液 、 磷 酸 盐 缓冲 液 
及 0.9%NaCl 溶 液 溶解 久 葡 聚 糖 酶 后 活性 相当 CP>0.05) ， 且 均 显 著 地 高 于 去 离子 水 CP<0.05) ; EB 
子 水 溶解 p- 甘 露 聚 糖 酶 后 活性 最 高 ， 其 次 为 乙酸 - 乙酸 钠 缓冲 液 ， 两 者 都 显著 地 高 于 磷酸 盐 缓 冲 液 和 
0.9%NaCl 溶液 “P<0.05) 。 提 取 液 类 型 对 o- 半 乳糖 音 酶 活性 无 显赫 影响 CP>0.05) 。 酶 制剂 溶解 后 的 
固 - 液 分 离 方 法 对 木 聚 糖 酶 的 测定 活性 无 显著 性 影响 CP>0.05) ; 提取 液 离心 或 过 滤 后 B- 葡 聚 糖 酶 活 
性 最 高 CP<0.05) ; 提取 液 离心 后 久 -甘露 聚 糖 酶 活性 最 高 (P<0.05〉; 而 提取 液 不 分 离 时 o 半 乳糖 音 
酶 的 活性 最 高 CP<0.05) 。 提 取 液 的 种 类 和 酶 制剂 溶解 后 的 固 - 液 分 离 方法 对 4 种 非 淀粉 多 糖 酶 的 测 
定 活性 有 极 显 著 的 交互 作用 (P<0.01) 。 乙酸 -乙酸 钠 绥 冲 液 对 木 聚 糖 酶 制剂 的 溶解 度 最 大 
(P<0.05) ， 去 离子 水 和 0.9%NaCl 溶 液 均 对 B- 简 聚 糖 酶 及 B- 甘 露 聚 糖 酶 制剂 的 溶解 度 最 大 (P<0.05) 。 
然而 ,乙酸 -乙酸 钠 缓 冲 液 溶解 木 聚 糖 酶 、B- 葡 聚 糖 酶 、B- 甘 露 聚 糖 酶 后 提取 液 中 蛋白 质 的 合 量 均 最 
低 CP<0.05) 。 上 述 结果 表明 ， 乙 酸 - 乙酸 钠 缓冲 液 溶解 4 种 固态 酶 制剂 可 以 最 有 效 地 将 酶 蛋白 提取 
出 来 ，o- 半 乳糖 昔 酶 提取 后 不 宣 固 液 分 离 ， 而 其 他 3 种 酶 的 提取 液 适宜 进行 离心 分 离 。 
关键 词 : 非 淀 粉 多 糖 酶 ， 提取 液 ; 固 - 液 分 离 ， 酶 活性 
中 图 分 类 号 : S816 

国内 市 场 上 饲 用 非 淀 粉 多 糖 酶 制剂 产品 多 以 载体 吸附 发 酵 酶 液 的 固态 形式 存在 。 在 评估 固态 饲 用 
酶 制剂 产品 的 酶 学 特性 及 其 对 饲料 原料 的 水 解 效 应 中 ， 所 有 反应 均 在 液 相 中 进行 。 通 过 提取 液 从 固态 
酶 制剂 中 浸出 饲 用 酶 是 开展 酶 活性 评估 首先 需要 考虑 的 问题 ， 因 此 ， 探 讨 适 合 固态 饲 用 酶 的 提取 液 及 
溶解 后 固 - 液 分 离 方法 非常 重要 。 目 前 ， 在 饲 用 非 淀粉 多 糖 酶 活性 的 测定 中 ， 对 固态 酶 制剂 多 采用 乙 
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酸 -乙酸 钠 绥 冲 液 提取 ， 并 通过 离心 的 方法 分 离 提取 酶 液 与 不 溶 物 罩 。 而 在 饲 用 酶 制剂 效应 的 体外 消 


化 评定 中 ， 酶 制剂 的 添加 方式 有 2 种 : 第 1 种 为 直接 加 入 饲 粮 中 ， 适 合 于 少量 样品 
或 批量 配制 饲 粮 时 添加 固态 酶 制剂 21， 第 2 种 为 通过 溶液 浸 提 固态 酶 制剂 后 离心 取 


中 加 入 液体 酶 制剂 
上 清 液 加 入 反应 体 


系 中 ， 适 合 于 在 少量 饲料 样品 的 条 件 下 均匀 地 加 入 饲 用 酶 由 。 然 而 ， 从 固态 酶 制剂 中 温 提 人 饲 用 酶 时 ， 


缓冲 液 的 种 类 、 固 - 液 分 离 方 法 对 测定 样品 的 酶 活性 均 有 影响 S61。 由 此 可 见 ， 在 固态 酶 制剂 的 评估 


H, 
探讨 合适 的 提取 液 及 固 - 液 分 离 方法 非常 关键 。 为 此 ， 本 研究 分 别 探讨 了 提取 液 与 经 溶液 提取 后 的 回 


- 液 分 离 方 法 对 酶 活性 测定 值 的 影响 以 及 提取 液 的 类 型 对 酶 制剂 产品 溶解 后 溶液 中 溶质 及 委 白 质 合 量 


的 影响 ， 以 筛选 适宜 的 提取 液 及 固 - 液 分 离 方法 ， 为 饲 用 酶 制剂 产品 评估 中 的 前 处 到 


中 


提供 参考 。 


1 材料 与 方法 
1.1 饲 用 酶 制剂 产品 

饲 用 酶 制剂 产品 由 北京 某 生物 技术 有 限 公 司 提供 ， 其 酶 学 特性 列 于 表 1。 

表 1 饲 用 酶 制剂 产品 的 特性 


Table 1 The characteristics of feed enzyme products 


酶 制剂 产 酶 微生物 发 酵 方法 pH 适 温 范 围 Optimum 活性 
Enzyme products Production organism Fermentation method temperature range/°C Activity 
/(U/g) 

REN 

Komagatella pastoris 液体 发 酝 3.5~7.5 30~80 50 000 
Xylanase 
P-A ENA EN 

Komagatella pastoris 液体 发 酝 2.0~8.0 30~75 50 000 
B-glucanase 
BH ie Fe Ha AE aes 

Komagatella pastoris 液体 发 酝 3.5~7.0 30~75 50 000 
B-mannanase 
o— F FLIR E H ‘ 、 

Komagatella pastoris 液体 发 酝 2.0~7.0 30~65 2 000 


o-galactosidase 
1.2 试验 设计 
本 研究 分 为 2 个 部 分 。 其 中 试验 1 考察 饲 用 酶 制剂 的 提取 液 及 经 党 液 提 取 后 的 


E - 液 分 离 方法 对 


酶 活性 测定 值 的 影响 。 采 用 4x3 双 因 素 完全 随机 设计 ， 其 中 提取 液 设 4 个 处 理 ， 分 别 为 去 离子 水 、 乙 
酸 - 乙酸 钠 缓冲 液 〈0.1 mol/L, pH 5.50) 、 磷 酸 盐 缓冲 液 (0.05 mol/L, pH 6.00) 及 0.9%NaCl 溶液 ， 


溶解 时 间 30 min; 3 种 溶液 提取 后 的 固 - 液 分 离 方 法 分 别 为 不 分 离 、3 000 r/min 离心 


3 min 和 中 速 定量 


WEARS. Hit 12 个 处 理 ， 每 个 处 理 5 个 重复 ， 每 个 重复 设 2 个 平行 ， 测 定 各 个 处 理 下 4 种 酶 制剂 的 


活性 。 试 验 2 根据 试验 1 的 结果 ， 即 在 3000rmin 离心 3 min 分离 提取 液 与 酶 制剂 固体 不 溶 物 (o- 半 乳 


糖 音 酶 除外 ) 的 条 件 下 ， 进 一 步 考察 提取 液 的 类 型 对 酶 制剂 产品 浴 解 后 溶液 中 溶质 及 和 昌 白 质 含 量 的 影 


啊 ， 以 确定 溶液 中 杂质 的 含 


二 


。 提 取 液 设 4 个 处 理 ， 分 别 为 去 离子 水 、 乙 酸 - 乙酸 钠 缓冲 液 〈0.1 


mol/L, pH 5.50) 、 磷 酸 盐 绥 冲 液 (0.05 mol/L, pH 6.00) 及 0.9%NaCl 溶液 ， 每 个 处 理 5 个 重复 ， 每 
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个 重复 设 2 个 平行 ， 测 定 各 个 处 理 下 溶液 中 溶质 和 重 
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100 (质量 体积 比 〉 溶 解 。 
1.3 测定 指标 及 方法 

1.3.1 酶 制剂 酶 活性 的 测定 

木 聚 糖 酶 的 活性 根据 GB/T 23874 一 2009 测定 ， 其 活性 单位 定义 为 : 在 37 °C. pH 为 5.50 的 条 件 

每 分 钟 从 浓度 为 5 mg/mL RRI OER, Sigma X4252) 溶液 中 降解 释放 1 pmol 还 原 糖 所 


需 的 酶 量 为 1 


B- 稀 聚 糖 酶 活性 


个 酶 活 单位 。 


rea 


白质 含量 。 所 有 处 理 中 辐 态 酶 制剂 与 提取 液 按 2 : 


FE 根据 NY/T 911—2004 测定， 其 活性 单位 定义 为 : 在 37°C. pH 为 5.50 的 条 件 下 ， 


每 分 钟 从 浓度 为 4 mg/mL WR RIE KZ, Sigma G6513) 溶液 中 降解 释放 umol 还 原 糖 所 需要 的 酶 


量 为 1 个 酶 活 单位 。 
B- 甘 串案 糖 酶 采用 企业 标准 


方法 (Q/HDTZW 0008—2012) 测定 ， 其 活性 单位 定义 为 : 在 37 °C、 


pH 为 5.50 的 条 件 下 ， 每 分 钟 从 浓度 为 3 mg/mL 的 甘露 聚 糖 〈 槐 豆 胶 ，Sigma G0753) 溶液 中 降解 释放 


1 pmol 还 原 糖 所 需要 的 酶 量 为 1 个 酶 活 单位 。 


o- 半 乳糖 茸 
pH 为 5.50 HAH 


酚 所 需 的 酶 量 定义 为 1 个 酶 活 单 位 。 


1.3.2 提取 液 中 溶质 含量 的 测定 


按 0.02 g/mL 浓度 称 取 0.8 g ME 
min， 然 后 3 000 r/min 离心 3 min, W 15 mL 离心 后 的 上 清 液 ， 放 入 称 量 瓶 中 ，65 %C 人 烘 干 至 无 水 痕 后 ， 


| 剂 溶解 于 40 mL 溶 


酶 采用 企业 标准 方法 CQ/HDTZW 0009—2012) 测定 ， 其 活性 单位 定义 为 : 在 37 °C, 
FEF 下， 每 分 钟 从 浓度 为 10 mmol/L 的 对 硝 基 酚 - oD ME FLEA EAC 1 umol 对 硝 基 


N 


as 


解 液 中 ， 在 磁力 搅拌 器 上 〈4 CR) 溶解 30 


再 105 °C 烘 干 5h 称 重 。 扣 除 相 应 溶解 液 空白 溶质 
13.3 提取 液 中 和 蛋白质 含 量 的 测定 


fe DUKA a AIRING EH Thermo Scientific 各 


含量 ， 然 后 计算 每 圣 升 溶液 中 溶质 的 含量 (ng/mL) 。 


质 分 析 试剂 盒 〈 货 号 : 23225) 测定 。 其 原理 为 


Cu2 在 碱 性 条 件 下 可 以 被 蛋白 质 还 原形 成 紫色 复合 物 ， 在 562 nm 的 吸光 度 与 蛋白 质 的 含量 呈 线 性 关系 。 


将 待 测 稀释 液 25 uL, TEX 200 uL 加 入 微 孔 板 密 3 


后 冷却 至 室温 ， 用 酶 标 仪 在 562 nm 处 测 吸光 值 。 
1.4 数据 统计 分 析 

利用 SAS 9.0 的 MEANS 模块 对 基本 统计 量 进行 
互 作 的 方差 分 析 ， 当 交互 效应 显著 时 ， 对 12 个 处 理 进行 Duncan 氏 法 多 重 比较 。 同 样 ， 采 用 PROC 


GLM 模块 对 试验 2 进行 


较 。 数 据 以 平均 值 + 标准 差 表 示 。 
2 结果 与 分 析 


2.1 提取 液 及 


E- 液 分 离 方 法 对 非 淀粉 多 糖 酶 活性 


ET, 


在 振荡 器 上 震荡 30s. SALE 37 CHA 30 min 


分 析 。 采 用 PROC GLM 模块 对 试验 1 进行 两 因素 


因素 方差 分 析 。2 个 试验 中 处 理 间 的 差异 检验 均 采 用 Duncan 氏 法 进行 多 重 比 


的 影响 


3 
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83 在 4 种 提取 液 中 ， 木 聚 糖 酶 经 磷酸 盐 缓冲 液 提 取 后 的 测定 活性 最 高 CP<0.05) ， 而 通过 其 他 3 种 
84 ”溶液 提取 后 测定 的 活性 稍 低 。B- 葡 聚 糖 酶 经 去 离子 水 提取 后 的 测定 活性 最 低 CP<0.05) ， 而 通过 其 他 3 
85 ”种 溶液 提取 后 测定 的 活性 稍 高 。B- 甘 露 肾 糖 酶 经 去 离子 水 提取 后 的 测定 活性 最 高 (P<0.05) ， 乙 酸 - 
86 ”乙酸 钠 缓冲 液 提取 后 次 之 〈Px<0.05) ， 磷 酸 盐 缓冲 液 和 0.9%NaCl 溶液 提取 后 的 测定 活性 最 低 。 酶 制剂 
87 ”溶解 后 的 固 - 液 分 离 方法 对 木 聚 糖 酶 的 测定 活性 无 显著 性 影响 CP>0.05) 。 不 分 离 显著 地 降低 了 B- 葡 
88 ”有 聚 糖 酶 的 测定 活性 CP<0.05) ， 而 离心 或 过 滤 均 显著 地 降低 了 oa- 半 乳 糖苷 酶 的 测定 活性 CP<0.05) 。 
89 ”提取 液 的 种 类 和 酶 制剂 溶解 后 的 固 - 液 分 离 方 法 对 4 种 非 淀粉 多 糖 酶 的 测定 活性 有 极 显 著 的 交互 作用 
90 (P<0.01) 。 


| 


m 


I 


91 在 木 聚 糖 酶 中 ， 去 离子 水 提取 后 过 滤 分 离 的 酶 活性 显著 地 高 于 不 分 离 或 离心 的 相应 值 (P<0.05); 
92 LR- 乙酸 钠 缓冲 液 提取 后 固 - 液 分 离 方法 对 酶 活性 的 测定 结果 无 显著 性 影响 (P>0.05) ; 磷酸 盐 组 


冲 液 提取 后 不 分 离 的 酶 活性 显著 地 高 于 离心 及 过 滤 分 离 的 相应 值 CP<0.05) ; 0.9%NaCl 溶液 提取 后 离 
心 或 过 滤 分 离 的 酶 活性 均 显 著 地 高 于 不 分 离 的 相应 值 CP<0.05) 。 在 pB- 和 葡 聚 糖 酶 中 ， 去 离子 水 提取 后 
固 - 液 分 离 方法 对 酶 活性 的 测定 结果 无 显著 性 影响 (P>0.05) ;乙酸 - 乙酸 钠 缓冲 液 提取 后 ， 离 心 分 
离 的 酶 活性 显著 地 低 于 不 分 离 和 过 滤 的 相应 值 CP<0.05) ; 而 磷酸 盐 绥 冲 液 及 0.9%NaCl 溶液 提取 后 ， 

分 离 的 酶 活性 均 是 较 高 的 。 在 B- 甘 露 聚 糖 酶 中 ， 去 离子 水 提取 后 不 分 离 或 离心 的 酶 活性 均 显著 地 
高 于 过 滤 的 相应 值 (P<0.05〉; 乙酸 -乙酸 钠 缓 冲 液 提取 后 ， 离 心 分 离 的 酶 活性 显著 地 高 于 不 分 离 和 
过 滤 的 相应 值 CP<0.05) ; 磷酸 盐 缓 冲 液 提 取 后 固 - 液 分 离 方法 对 酶 活性 的 测定 结果 无 显著 性 影响 
(P>0.05) ; 0.9%NaCl 溶液 提取 后 过 滤 的 酶 活性 较 低 〈P<0.05) 。 在 o- 半 乳糖 苷 酶 中 ， 去 离子 水 、 磷 
酸 盐 缓冲 液 、0.9%NaCl 溶液 提取 后 离心 的 酶 活性 最 低 CP<0.05) ， 而 乙酸 -乙酸 钠 缓冲 液 提 取 后 过 滤 
或 离心 的 酶 活性 都 是 最 低 的 (P<0.05) 。 


= 103 


= 表 2 提取 液 及 固 - 液 分 离 方法 对 固态 非 淀 粉 多 糖 酶 活性 的 影响 
PT 104 Table 2 Effects of extraction solution and solid-liquid separation method on the activities of non-starch polysaccharide enzymes 
= j E - 液 分 离 方法 活性 Activity/(10*xU/g) 
提取 液 — 
| Solid-liquid separation AR SE BE P-A FE BE p- 甘 露 聚 糖 酶 ”。 o 半 乳糖 背 酌 
Extraction Solution 
method Xylanase B-glucanase B-mannanase a-galactosidase 
不 分 离 No separation 5.58+0.088 5.42+0.41% 5.23+0.26* 1 740+79° 
AW ns i f a i 
离心 Centrifugation 5.7740.16%® S E025 5.38+0.13° 379238 
Deionized water 
过 滤 Filtration 6.06+0.18*° 5.74+0.40°%° 4.70+0.18°4 566+47% 
乙酸 - 乙酸 钠 缓冲 液 不 分 离 No separation 5.94+0.28>4 6.10+0.86" 4.86+0.11° 1 909+890° 
Acetic acid-sodium 离心 Centrifugation 5.78+0.12% 5.35+0.26" 5.27+0.16* 406+10% 
acetate buffer solution 过 滤 Filtration 5.98+0.13>4 6.86+0.42? 4.6+0.184 481425 
PR EB 不 分 离 No separation 6.44+0.46* 5.7440.39°% 4.76+0.24bed 1 849+122% 
Phosphate buffer 离心 Centrifugation 6.09+0.15° 6.81+0.27° 4.740.244 420+13' 
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113 
114 
115 
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119 


solution 


过 滤 Filtration 


不 分 离 No separation 


0.9%NaCl 溶液 
0.9%NaCl solution 


处 至 


离心 Centrifugation 


过 滤 Filtration 


E Treatments 


去 离子 水 Deionized water 
乙酸 - 乙酸 钠 绥 冲 液 
Acetic acid-sodium acetate buffer solution 


WR EZ VY Phosphate buffer solution 


0.9%NaCl 溶液 0.9%NaCl solution 


不 分 离 No separation 


离心 Centrifugation 


过 


虑 Filtration 


P {Ñ P-value 


ve 


ve 


取 液 Extraction solution 


固 - 液 分 离 方 法 


E - 液 分 离 方法 Solid-liquid separation method 
取 液 x 


Extraction solutionxsolid-liquid separation method 


同 列 数据 肩 标 无 字母 或 相同 字母 表示 差异 不 显 


hinay n AdE HH 
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5.66+0.11°% 6.11+0.35"° 4.83+0.08°4 6074554 
5.49+0.09& 5.22+0.19° 4.87+0.21°° 1 790+100° 
5.84+0.08°% 6.63+0.23%® 4.89+0.20° 392+108 
6.02+0.15"° 6.74+0.81* 4.33+0.13° 625+126¢ 
5.80° 5.64° 5.10* 895 
5.90° 6.117 4.91” 932 
6.06° 6.224 4.76° 959 
5.78> 6.124 4.73° 936 
5-93 5.60° 4.93° 1 822? 
5.87 6.14? 5.08* 569° 
5.86 6.36° 4.61° 399° 
<0.000 6 <0.001 5 <0.000 1 0.118 8 
0.462 0 <0.0001 <0.0001 <0.000 1 
<0.000 1 <0.000 1 <0.000 1 0.003 9 


(P>0.05), PENS BERN EE (P<0.05). FRE. 


In the same column, values with no letter or the same letter superscripts mean no significant difference (P>0.05), while with 


different small letter superscripts mean significant difference (P<0.05). The same as below. 


2.2 提取 液 对 非 淀粉 多 糖 酶 溶解 度 的 
由 于 试验 1 的 结果 表明 离心 对 a- 半 乳糖 并 
半 乳 糖 音 酶 溶解 度 影响 的 测试 。 提 取 液 对 3 利 


影响 


Fh 固态 酶 


酶 活性 有 显著 地 影响 ， 因 此 ， 试 验 2 不 开展 提取 液 对 a- 
制剂 溶解 离心 后 溶液 中 溶质 的 含量 列 于 表 3。 在 木 


str. 


聚 糖 酶 中 ， 提 取 液 中 溶质 含量 的 高 低 顺 序 为 ， 乙酸 - 乙酸 钠 绥 冲 液 > 去 离子 水 >0.9%NaCl 溶液 > 磷酸 盐 


Bet 
(P<0.05) > TE pR RIEMER, HeRR PA 


PF 液 ， 除 去 离子 水 和 0.9%NaCl 溶液 间 差 异 不 显著 (P>0.05) ， 其 他 任意 2 组 间 有 显著 差异 


含量 的 高 低 顺序 为 : 去 离子 水 =0.9%NaCl 溶液 > 磷酸 盐 组 
冲 液 > 乙 酸 - 乙酸 钠 缓冲 液 ， 除 去 离子 水 与 0.9%NaCl 溶液 2 处 理 间 差异 不 显著 外 (P>0.05) ， 其 他 任 


意 2 组 间 有 显著 差异 (P<0.05) 。 在 p- 甘 露 聚 糖 酶 中 ， 提 取 液 中 溶质 含量 的 高 低 顺序 为 : 0.9%NaCl 游 


液 > 去 离子 水 > 乙酸 - 乙酸 钠 组 六 
Ab CP>0.05) ， 其 他 提取 液 任意 2 处 至 


提取 液 


Extraction solution 


H 3 


PIL DENR Bhs eT 


是 取 液 对 


F 液 ， 除 去 离子 水 与 0.9%NaC 溶液 2 处 理 间 差异 不 显著 


间 有 显著 差异 (P<0.05) 。 


FE 淀粉 多 糖 酶 溶解 度 的 影响 


Table 3 Effects of extraction solution on the solubility of non-starch polysaccharide enzymes pg/mL 


木 聚 糖 酶 B- 葡 来 糖 栈 p- 上 甘露 聚 糖 酶 
Xylanase B-glucanase B-mannanase 
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+ 
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去 离子 水 Deionized water 2 800+50P 5 200+40? 3 2004502 
乙酸 - 乙酸 钠 缓冲 液 

3 4004190? 3 100+30° 2 500+40° 
Acetic acid-sodium acetate buffer solution 
磷酸 盐 缓冲 液 Phosphate buffer solution 1 500+20° 3 900+60° 2 000+20° 
0.9%NaCl 溶液 0.9%NaCl solution 2 700+40° 5 200460? 3 3004140? 
P ÍË. P-value <0.000 1 <0.000 1 <0.000 1 


120 23 提取 液 对 非 淀粉 多 糖 酶 蛋白 质 溶解 度 的 影响 
121 提取 液 对 3 种 固态 酶 制剂 溶解 离心 后 溶液 中 蛋白 质 的 含量 列 于 表 4。 在 木 聚 糖 酶 中 ， 提 取 液 中 蛋白 
122 质 含 量 的 高 低 顺 序 为 :去 离子 水 > 磷酸 盐 绥 冲 液 >0.9%NaCl 溶液 > 乙酸 - 乙酸 钠 缓冲 液 ， 除 磷酸 盐 缓冲 
123 RA 0.9%NaCl 溶液 2 处 理 间 差 异 不 显著 外 〈P>0.05) ， 其 他 任意 2 处 理 间 有 显著 差异 (P<0.05) 。 在 
124 有- 葡 聚 糖 酶 中 ， 提 取 液 中 蛋白 质 含量 的 高 低 顺 序 为 : 去 离子 水 >0.9%NaCl 溶液 > 磷酸 盐 缓 冲 液 > 乙 酸 - 
WS 125 ”乙酸 钠 缓冲 液 ， 且 任意 2 处 理 间 有 显著 差异 (P<0.05) 。 在 BEER RMA, EUS Te AY 
高 低 顺序 为 : 去 离子 水 >0.9%NaCl 溶液 > 磷酸 盐 缓冲 液 > 乙 酸 - 乙酸 钠 缓 冲 液 ， 乙 酸 - 乙酸 钠 缓冲 液 与 
其 他 任意 处 理 差异 显著 (P<0.05) 。 


ob 


z 表 4 FERITI L BE EE A IT EE A B 
Tia 129 Table 4 Effects of extraction solution on the protein solubility of non-starch polysaccharide enzymes ug/mL 
Ta 提取 液 AE REG R 
Š : Extraction solution Xylanase B-glucanase B-mannanase 
去 离子 水 Deionized water 888+14a 871426 613+20a 
乙酸 - 乙酸 钠 缓冲 液 
759+422° 689+134 533+6° 
Acetic acid-sodium acetate buffer solution 
磷酸 盐 缓冲 液 Phosphate buffer solution 798+10° 72243° 58447" 
0.9%NaCl 溶液 0.9%NaCl solution 791+30° 781+19° 591+28° 
P {Ë P-value <0.000 1 <0.000 1 <0.000 1 
130 3 讨论 
131 3.1 提取 液 对 固态 酶 制剂 溶解 性 的 影响 
132 饲 用 酶 制剂 产品 大 部 分 是 由 微生物 发 酵 后 浓缩 的 酶 重 白 吸附 在 小 麦 获 、 小 麦 次 粉 、 玉 米 必 粉 及 保 


133 ” 护 剂 等 载体 上 中 ， 呈 粉末 状 。 而 条 些 耐 高 温 能 力 差 的 饲 用 酶 ， 为 了 降低 在 制 粒 、 脱 化 过 程 中 酶 活性 的 
134 损失， 以 绝热 材料 为 载体 ， 将 酶 制剂 包 右 在 包 被 材料 中 外。 不同 生产 广 家 和 不 同 活性 规格 的 产品 ， 载 
135 ，” 体 的 类 型 及 在 酶 制剂 中 的 含量 有 较 大 差异 &10。 通 过 提取 液 溶解 固态 酶 制剂 后 ， 深 解 液 中 含有 来 自发 
136 ” 酵 浓 缩 物 及 载体 中 的 可 溶 物 。 其 中 酶 的 溶解 特性 取决 于 酶 蛋白 的 性 质 及 周围 环境 的 理化 性 质 ， 如 pH. 
137 ”温度 、 离 子 强 度 和 介 电 常数 等 由。 因此 ， 不 同 来 源 的 酶 制剂 在 溶解 特性 上 可 能 具有 较 大 差异 。 高 玲 等 
138 ”5 的 研究 表明 ， 不 同 广 家 生产 的 及 - 简 聚 糖 酶 需要 不 同 的 提取 液 才 能 获得 最 佳 的 酶 抽 提 效果 。 然 而 ， 在 
139 ” 饲 用 酶 制剂 活性 的 测定 方法 中 ， 爱 尔 兰 Megazyme 公司 的 测定 试剂 盒 及 国家 标准 方法 都 以 测定 酶 澡 
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所 用 的 乙酸 - 乙 酸 钠 缓 冲 液 抽 提 待 测 酶 样品 申 避 。 本 研究 4 种 缓冲 液 中 ， 乙 酸 - 乙酸 钠 缓 冲 液 溶 解 4 
种 酶 制剂 后 ， 总 体 上 测定 的 酶 活性 较 其 他 提取 液 高 。 在 溶解 后 的 离心 上 清 液 中 ，4 种 缓冲 液 对 木 聚 糖 
酶 、B- 葡 聚 糖 酶 、pB- 甘 露 聚 糖 酶 制剂 产品 的 溶解 度 呈 现 了 较 大 的 差异 ， 且 不 同 酶 制剂 达到 最 大 溶解 度 
的 提取 液 并 不 相同 。 然 而 ， 乙酸 -乙酸 钠 绥 冲 液 溶解 的 上 述 3 种 酶 制剂 上 清 液 中 蛋白 质 的 含量 却 最 低 。 
这 表明 乙酸 -乙酸 钠 缓 冲 液 溶解 酶 制剂 后 ， 非 酶 的 杂 蛋 白质 含量 相对 较 低 。 因 此 ， 相 对 于 其 他 3 种 提 
取 液 ,乙酸 -乙酸 钠 缓 冲 液 可 以 最 有 效 地 将 酶 蛋白 提取 出 来 。 
2 E- 液 分 离 方 法 对 固态 酶 制剂 溶解 液 中 酶 活性 的 影响 
非 淀 粉 多 糖 酶 的 分 子 质量 大 多 为 2X 104~20X 104 Dall, (REA CH 1 500xg) 不 会 使 溶解 在 溶液 
中 的 非 淀 粉 多 糖 酶 沉淀 。 因 此 ， 提 取 液 对 固态 酶 制剂 溶解 后 多 采用 低速 离心 的 方法 分 离 溶 解 的 酶 液 与 
未 溶解 物 遇 。 而 爱尔兰 Megazyme 公司 的 非 淀粉 多 糖 酶 制剂 活性 测定 试剂 盒 采 用 低速 离心 或 过 滤 的 方法 
获得 待 测 酶 液 。 陆 文清 等 名 报道 酶 蛋白 可 能 被 过 滤 介质 吸附 ， 且 吸附 量 与 分 子 量 大 小 呈正 相关 ， 从 而 
导致 滤液 测定 的 酶 活性 降低 。 本 试验 中 ， 固 - 液 不 分 离 使 B- 葡 聚 糖 酶 和 p- 甘 露 聚 糖 酶 的 活性 降低 ， 这 
可 能 是 仍 有 少量 的 酶 蛋 自 仍 吸附 于 载体 上 未 杰 放 ， 因 此 ， 出 现 了 测定 酶 活性 稍 低 的 现象 。 离 心 与 过 波 
均 使 o- 半 乳糖 背 酶 的 活性 大 幅 降 低 ， 这 可 能 是 在 酶 溶液 比 在 2 : 100 的 条 件 下 ，o- 半 乳糖 昔 酶 难以 从 载 
体 中 溶出 ， 分 离 时 大 部 分 酶 仍 留 在 载体 上 ， 而 对 这 一 现象 仍 需要 进一步 验证 。 过 滤 使 p- 甘 露 聚 糖 酶 的 
活性 降低 ， 可 能 是 由 于 滤纸 对 p- 甘 露 聚 糖 具有 一 定 的 截留 作用 。 因 此 ， 在 本 试验 中 o- 半 乳糖 藻 酶 提取 
后 不 宜 固 液 分 离 ， 而 其 他 3 种 酶 的 提取 液 适 宜 进行 离心 分 离 。 
4 结论 
QD AR- 乙酸 钠 缓冲 液 溶 解 可 以 最 有 效 地 将 4 种 固态 酶 制剂 的 酶 蛋白 提取 出 来 ， 发 挥 酶 活性 。 
© o- 半 乳糖 背 酶 提取 后 不 宜 通 过 离心 或 过 滤 进 行 固 液 分 离 ， 而 其 他 3 种 酶 的 提取 液 在 本 试验 条 件 
下 适宜 进行 离心 分 离 。 
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Abstract: This experiment was conducted to investigate appropriate extract solution and solid-liquid separation 
method for evaluating enzyme in solid feed enzyme product. Extract solution of deionized water, acetic acid- 
sodium acetate buffer solution (0.1 mol/L, pH 5.50), phosphate buffer solution (0.05 mol/L, pH 6.00) or 0.9% 
NaCl solution and solid-liquid separation method of no separation, 3 000 r/min of centrifugation for 3 min or 
filtration were used in a 4x3 factorial arrangement. Each treatment contained 5 replicates with 2 determination 
in each. The activities of enzymes in the products were determined. Then, the effects of the types of extract 
solution on the contents of solute and protein were investigated for the enzyme products (excluding a- 
galactosidase) dissolved and centrifuged. The results showed that the highest determined activity of xylanase 
was presented in the phosphate buffer solution buffer solution (P<0.05). The similar determined activities of B- 


glucanase were observed in acetic acid-sodium acetate buffer solution, phosphate solution and 0.9% NaCl 
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solution (P>0.05), and were significantly higher than that in deionized water (P<0.05). The greatest and greater 
determined activities of B-mannanase were observed in deionized water and acetic acid-sodium acetate buffer 
solution, respectively, and were significantly greater than those in phosphate solution or 0.9% NaCl solution 
(P<0.05). The type of extract solution had no significant effect on the determined activity of a-galactosidase 
(P>0.05). The solid-liquid separation method had no significant effect on the determined activity of xylanase 
(P>0.05). The greater determined activity of B-glucanase was observed in centrifugation or filtration (P<0.05). 
The greatest determined activity of }-mannanase was presented in centrifugation (P<0.05). However, the highest 
determined activity of a-galactosidase product was observed in no separation (P<0.05). There was a significant 
interaction between the type of extract solution and solid-liquid separation method in the determined activities 
of 4 enzyme products (P<0.01). The highest dry matter solubility of xylanase product was observed in acetic 
acid-sodium acetate buffer solution (P<0.05). The highest dry matter solubility of B-glucanase and B-mannanase 
was presented in deionized water and 0.9% NaCl solution (P<0.05). However, the lowest protein contents of 
xylanase, B-glucanase and B-mannanase were observed in acetic acid-sodium acetate buffer solution (P<0.05). 
It is concluded that acetic acid-sodium acetate buffer solution is the most efficient to extract the enzyme protein 
from the product. After dissolved, the a-galactosidase product is not suitable to separate, but the other enzymes 
can be separated with centrifugation. 
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